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研究成果の概要（和文）：肺高悪性度神経内分泌癌（小細胞癌および大細胞神経内分泌癌）に対し，新たな治療開発を
目標として，各種がん幹細胞マーカーの発現を解析した．小細胞癌，大細胞神経内分泌癌いずれにおいても様々ながん
幹細胞マーカーの発現を種々の割合で認めた．各マーカーのうち，ALDH1の発現は予後と関連しており，ALDH1陽性の肺
高悪性度神経内分泌癌は，陰性例と比較し，有意に予後不良であった．ALDH1陽性細胞は微小リンパ節転移巣でも認め
られ，肺高悪性度神経内分泌癌の転移，予後規定に関与している可能性が考えられた．ALDH1は肺高悪性度神経内分泌
癌における治療標的分子となりうることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：We evaluated the expression and clinical significance of cancer stem-like cells (C
SLC) markers in high-grade neuroendocrine carcinoma (HGNEC) of the lung, comprising small cell lung carcin
oma (SCLC) and large cell neuroendocrine carcinoma (LCNEC) in order to develop new treatment strategy. The
 expression of putative CSLC markers were examined immunohistochemically by using resected tumor specimens
. HGNEC of the lung had various range of positive expression of CSLC markers. Among explored CSLC markers,
 ALDH1 expression was related to patient outcomes. ALDH1-positive HGNEC had significantly poorer survival 
than those with ALDH1- negative HGNEC. Multivariate analysis also revealed positive ALDH1 expression as an
 independent unfavorable prognostic factors. ALDH1-positive tumor cells were frequently observed even in m
icro lymph node metastases. These induced that targeting for ALDH1-positive tumor cells might be a future 
treatment strategy in HGNEC of the lung.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 肺癌の中でも神経内分泌癌の予後は極め
て不良である。その中でも小細胞癌の治療法
はほぼ確立しているが、1999 年より WHO
分類に導入された大細胞神経内分泌癌の治
療法は未だ確定していない。大細胞神経内分
泌癌は、組織分類では非小細胞肺癌の一つで
ある大細胞癌の亜型に分類されているため、
切除可能であれば初回治療は非小細胞肺癌
の標準治療に準じて手術が行われる。しかし
ながら、完全切除後も約半数が再発を来たし、
病理病期 I 期であっても 5 年生存率は 60%に
満たず、腺癌など他の非小細胞肺癌と比べ予
後は極めて不良である。大細胞神経内分泌癌
の再発形式の約 70%は遠隔転移であること
から、治療成績改善のため術後補助化学療法
の必要性が示唆されてきた。大細胞神経内分
泌癌は小細胞肺癌と同様神経内分泌学的特
徴を有することから、シスプラチン＋エトポ
シド、シスプラチン＋イリノテカンなど小細
胞癌で使用されている化学療法が探索的に
行われているが、有効性は未だ証明されてい
ない。従って、大細胞神経内分泌癌の組織学
的、細胞学的特徴に特化した新たな治療戦略
の開発が急務とされている。 
(2) 肺癌に限らず、がん細胞の生物学的性状
は不均一であることが知られる。近年の研究
によれば、癌は未分化ながん幹細胞を頂点と
した種々の分化段階の細胞からなるヘテロ
な集団であることが示唆されている。がん幹
細胞は、非がん幹細胞と異なり高い自己複製
能、腫瘍形成能を有す。また、盛んな薬剤排
出能も有することから、抗癌剤にも耐性であ
ることも示され、悪性度の高い癌の再発原因
細胞と認識されるに至っている。固形腫瘍で
は、既に乳癌や脳腫瘍、大腸癌において主に
がん幹細胞マーカーを用いた方法によって、
がん幹細胞の同定、機能解析が行われ、がん
幹細胞を標的とした治療の開発が始まって
いる。肺癌におけるがん幹細胞の研究成果は
近年漸く報告され始めた所であるが、ALDH、
Podoplanin などががん幹細胞マーカーの候
補として注目されている。肺癌の中でも特に
悪性度の高い大細胞神経内分泌癌は、がん幹
細胞が腫瘍の進展・増殖の根幹を成している
と考えられ、がん癌幹細胞を標的とした治療
の開発が治療成績向上の鍵と考えられる。 
 
２．研究の目的 
(1) 完全切除後の再発が高頻度でまた、未だ
有効な化学療法も確立していない肺大細胞
神経内分泌癌に対し、がん幹細胞を標的とし
た新規治療法開発を目指すことを目的とし
た。 
(2) 肺小細胞癌も大細胞神経内分泌癌と同様、
神経内分泌的特徴を有し、大細胞神経内分泌
癌とともに肺高悪性度神経内分泌癌と総称
される。小細胞癌は、初回治療としてシスプ
ラチン併用化学療法の有効性が確立してい
るが、80-90%は再発し、3 年生存割合は限局

型小細胞癌で 20-40%、進展型小細胞癌では
10%に過ぎない。再発/増悪患者に対する二次
化学療法の標準治療は確立しておらず、再発
/増悪後の余命は 3-6 ヶ月程度とされる。従っ
て、小細胞癌も大細胞神経内分泌癌と同様、
新規治療開発が急務と考えられたため、当初
の大細胞神経内分泌癌に限定した対象を肺
高悪性度神経内分泌癌（小細胞癌＋大細胞神
経内分泌癌）に広げ、がん幹細胞を標的とし
た新規治療開発を目指すこととした。 
 
３．研究の方法 
(1) 1993 年から 2011 年までの間に、当院に
て切除された肺高悪性度神経内分泌癌の病
理検体 105 例 (小細胞癌: 60 例、大細胞神経
内分泌癌: 45 例) の組織切片を用い、各種が
んでがん幹細胞マーカーされる分子の発現
を、免疫組織染色を用いて検討した。評価は、
過去の研究に習い、免疫染色スコアシステム
（腫瘍最大割面切片での各種マーカー陽性
細胞の割合X 染色強度 [弱:1, 強:2] で算出）
にて評価し、スコア≥10を陽性とした。 
(2) 癌の進展・増殖には癌細胞のみならず、
それを取り巻く間質細胞の重要性が指摘さ
れている。間質細胞を標的とした治療開発も、
がん幹細胞を標的とした治療開発同様、今後
検討されるべき新規治療戦略の一つと考え
られた。これまでの研究から、癌間質に存在
する①Podoplanin 陽性の間質細胞、②
CD204 陽性の腫瘍関連マクロファージ 
(TAM)、③Foxp3 陽性の制御性 T 細胞が、癌
の予後を規定している可能性が示唆されて
いるため、今回、肺高悪性度神経内分泌癌の
切除標本を用い、①-③細胞特異的免疫染色法
により、①-③の発現と、予後との関連を検討
した。 
 
４．研究成果 
(1) 肺高悪性度神経内分泌癌におけるがん
幹細胞マーカーの発現 
外科切除検体を用い、肺高悪性度神経内分

泌癌における各種がん幹細胞マーカー
(Caveolin, Notch, CD44, CD166, SOX2, ALDH1, 
Musashi1 [MSI1]の 7 マーカーを検討)の発現
を検討したところ、次頁図 1のごとく、様々
な割合で発現が認められた。検討した 7つの
マーカーの発現陽性割合は、小細胞癌と大細
胞癌神経内分泌癌で概ね類似していたが、細
胞膜糖タンパクの一つである CD166、および
転写因子と呼ばれる因子の一つである SOX2
に関しては、小細胞癌と大細胞神経内分泌癌
との間で有意差を認めた。CD166 陽性は小細
胞癌で 27%であったのに対し、大細胞神経内
分泌癌では 47%。SOX2 陽性は小細胞癌で 58%
であったのに対し大細胞神経内分泌癌では
31%であった。 
小細胞癌および大細胞神経内分泌癌は、と

もに肺高悪性度神経内分泌癌に分類される
ものの、組織病理所見ならびに、生物学的に
差違が認められる。今回検討したがん幹細胞



マーカーの発現の差違も、組織病理所見なら
びに生物学的差違を反映したものであるこ
とが示唆された。 

図 1: 肺高悪性度神経内分泌癌における各種
がん幹細胞マーカーの発現 (SCLC: 小細胞
癌, LCNEC: 大細胞神経内分泌癌)  
 
(2) 各種がん細胞マーカーの発現と予後と
の関連の解析 
各種がん幹細胞マーカー(Caveolin, Notch, 
CD44, CD166, SOX2, ALDH1, Musashi1 [MSI1]
の 7 マーカーを検討)と、切除後の予後（無
再発生存期間ならびに全生存期間を解析）を
統計学的手法により解析した所、ALDH1 (小
細胞癌の 65%、大細胞神経内分泌癌の 73%で
陽性) 陽性の症例は、無再発生存、全生存と
もに有意に不良であることが判明した。 

 

図 2: ALDH1 陰性症例（点線）、陽性症例（実
線）での無再発生存(A)ならびに全生存曲線
(B)：ALDH1 陽性の肺高悪性度神経内分泌癌
（小細胞癌＋大細胞神経内分泌癌）の無再発
生存ならびに全生存はALDH1陰性症例に比べ
有意に不良であった。 
 
病理病期や、リンパ節転移の有無、微小血

管浸潤・リンパ管侵襲の有無、胸膜浸潤の有
無など、様々な予後因子との多変量解析であ
った。なお、小細胞癌、大細胞神経内分泌癌
に分けて解析した場合も同様の結果であっ
た。本検討から、肺高悪性度神経内分泌癌（小
細胞癌＋大細胞神経内分泌癌）の原発腫瘍に
おける ALDH1 の陽性/陰性の情報は、統計学
的に有意な予後因子であることが判明した。 
なお、Caveolin, Notch, CD44, CD166, SOX2, 

Mushashi1[MSI1]の発現と予後（無再発生存
期間、全生存期間）との間に有意な関連は認
められなかった。 
また、ALDH1 陽性症例で、リンパ節転移が

認められた症例（31 例）を検討すると、原発
巣が ALDH1 陽性であった症例では、リンパ節
転移巣でも 86%で陽性であり、転移巣におけ
る、ALDH1 陽性/陰性状況は、原発巣の状況と
統計学的に強く相関していた。微小リンパ節
転移巣（転移巣の大きさが<2mm）においても、
同様の結果が認められ、ALDH1 陽性細胞は、
腫瘍の転移・増殖に関与していることが示唆
された。 
(1-2)の結果から、肺高悪性度神経内分泌

癌（小細胞癌＋大細胞神経内分泌癌）では，
様々な割合で各種がん幹細胞マーカーの発
現が認められることが明らかとなった。各種
マーカーのうち、ALDH1 の発現は、多変量解
析の結果、有意な予後不良因子であることが
判明した。細胞実験レベルの段階であるが、
ヒト頭頚部癌、乳癌、膵癌の細胞株にて、
ALDH1 陽性腫瘍細胞の増殖が、特異抗体によ
って阻害されることが報告されている。今後、
肺高悪性度神経内分泌癌（小細胞癌＋大細胞
神経内分泌癌）の細胞株、新鮮切除標本を細
胞を用いた、ALDH1 陽性細胞の詳細な機能解
析ならびに、阻害実験等にて、更なる知見の
獲得が期待され、ひいては難治癌である肺高
悪性度神経内分泌癌に対する新規治療が開
発されることが望まれる。 
 

(3) 肺高悪性度神経内分泌癌における、間質
細胞の免疫形質と予後との関連 
 CD204 陽性腫瘍関連マクロファージ（TAM）
および、Foxp3-陽性制御性 T細胞（Treg）と
予後との関連は認められなかったが、
Podoplanin 陽性間質細胞を認める症例（>50%
以上の間質細胞でPodoplaninが陽性の症例）
は、陰性症例に比べ有意に予後が良好であっ
た（5 年全生存割合: 陽性例 75%, 陰性例
45%）。なお、腫瘍本体における Podoplanin
発現と予後との関連は、陽性症例でやや予後
が悪い傾向であったものの統計学的に有意

A 
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な差は認められなった。 
 Podoplanin はがん幹細胞マーカーの候補
の一つともされている。本検討から、腫瘍本
体でのがん幹細胞マーカーの発現のみなら
ず、癌を取り巻く間質におけるがん細胞マー
カーの発現も予後規定に重要であることが
示唆された。(1-2)で検討した、7つのがん幹
細胞マーカーの間質細胞における発現、陽性
間質細胞の機能解析、予後との関連解析が今
後の課題と考えられた。 
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